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Summary
　　　Studies　on　enzymatic　hydrolysis　of　lecithin　and　lysolecithin　in　the　small　intestinal　smooth　muscle
was　carried　out　in　comparison　with　that　in　the　small　intestinal　mucosa．
　　　Hydrolytic　activity　was　routinely　determined　by　incubation　of　a　substrate，32P－1ecithin　or　32P－lyso－
lecithi．n，　and　700×g　homogenate　of　the　small　intestinal　smooth血uscle　or　mucosa　as　the　enzylne　source，
in　a　O．1　M　Tris－maleate　buHer　solution（pH　7．2）at　37。C．
　　　1．Hydrolysis　of　lecithin＝Activity　of　lecithin　hydrolysis　was　observed　in　the　slnall　intestinal　smooth
muscle　as　well　as　in　the　mucosa．　Spec玉fic　activity　of　the　former　was　O．6（lecithin－P／mg　of　700xg　super－
natant　protein／h）and　the　value　corresponded　to　3／50f　that　in　the　latter．　A　slight　difEerence　on　optimum
pH　was　found　in　the　two　layers，　namely，7．2　in　the　former　and　7．8　in　the　latter．
　　　E仔色ct　of　Ca昔on　lecithin　hydrolysis　was　scarcely　noticed　in　a　range　of　1～10　mM　in　the　smooth
皿u．scle．　An　addition　of　EDTA　did　not　affect　the　hydrolysis　likewise．　The　same　result　was　seen　in　the
rnucosa．
　　　The　hydrolys．is　of　lecithin　was　enhanced　by　the　presellce　of　various　concentrations　of　deoxycholate
in　the　former　as　well　as　in　the　latter．　Two　peaks　were　found　at　l　mM　and　51nM　respectively．　Activity
at　l　mM　of　deoxycholate　was　1．5　times　higher　than　that　at　O　mM　of　deoxycholate　and　3　times　at　51nM．
Furthermore，　an　addition　of　deo装ycholate　in　excess　of　25　mM　resulted　in　an　acculnulat．ion　of　lysolecithin．
In　the　absence　of　deoxycholate　it　was　di缶cult　to　detect　an　incre．ase　of　amount　of　lysolecithin，
　　　Intracellular　distrib．ution　of　lecithin　hydrolytic　activity　wa．s．　in　the　descending　order　of　cell　sap
fraction＞microsomal　fraction＞Initochondrial　fraction　in　the　smooth　mucs．le，　while　in　the　descending
order　of　microsoma1＞cell　sap＞mitochondrial　in　the　mucosa．　However，　the　value　of　the　speci丘。　activity
of　each　subfraction　was　in　the　following　order：microsomal＞mitochondrial》cell　sap　in　the　former，　while
mitochondria1＞microsoma1》cell　sap　in　the　Iatter．
　　　2．Hydrolysis　of　lysolecithin：Activity　of　lysophospholipase　was　clearly　demonstrated　in　the　smooth
muscle　as　well　as　in　the　mucosa．　The　speci丘。　activity　was　340〔lysolecithin－P／mg　of　700×g　supernatant
protein／h）and　the　value　corresponded　to　about　4／50f　that　in　the　mucosa．
　　　Optimum　pH　of　lysophospholipase　was　shown　to　be　68　in　the　smooth　muscle．　This　was　also　the
case　in　the　mucosa，
　　　An　addition　of　Ca什showed．a　slight　inhibitory　effect　on　the　ellzym．atic　activity　in　the．smo．oth　muscle．
　　　It　was　found　that　deoxycholate　clearly　inhibited　hydrolysis　of　lysolecithi且in　the　smooth　muscle　as
already　found　in　the　mucosa．　Only　about　5％of　the　original　activity　was　observ．ed　in　the　presence　of
10mM　or　more　of　deoxycholate．
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　　Intracellular　distribution　of　lysophospholipase　activity　was　in　the　following　order，　cell　sap＞microso－
mal》mitochondrial　in　the　smooth　muscle，　while　cell　sap≒microsomal》mitochondrial　in　the　mucosa．
Acomparison　of　each　speci丘。　activity　was　run　in　the　three　subcellular　fractions　and　it　was　shown　that
the　following，　order　microsomal＞cell　sap≒mitochondrial，　was　present　in　the　two　layers．
緒 言
　Lecithinおよびphosphatidylethanolamineは二つの
脂肪酸エステル結合および一つのリン酸ジエステル結合を
有し，これらの結合の水解に関与する酵素として，phos－
pholipase　A（A1，　A2）phospholipase　B，　phospholipase
Cおよびphospholipase　Dが知られている．また両リン
脂質のリゾ体の脂肪酸エステル結合を水解する酵素として
1ysophospholipaseの存在が報告されている・
　ラット小腸粘膜層ではすでにphospholipase　A，1yso－
phospholipase，　phospholipase　Bの存在が報告されてい
るが1～10），小腸平滑筋についてのlecithin，　phosphatidy1－
ethanolamineの水解に関しては，工藤11），井村12），の報
告がなされているのみである．
　彼らは，平滑筋層を粘膜層より分離した後，組織片を生
理的食塩水溶液あるいはKrebs－Ringer　bicarbo■ate液中
でインキュベートすることにより，平滑筋層においても内
在するリン脂質が減少することから，phospholipaseの存
在を明らかにした．
　著者はラット小腸平滑筋におけるphospholipaseおよ
びlysophospholipaseの特性を検討する目的で，ラット
小腸平滑筋のホモジネートを酵素材料とし，32P－lecithin
および32P－1ysolecithinを基質として用い，これらの酵素
活性を検討した．
　同時に粘膜層についても同様の実験を行ない平滑筋層と
対比して観察した．
　さらにphospholipase活性およびlysophospholipase
活性の細胞内分布についても検討を行い，多少の知見を
えた．
実験材料および方法
1．実験材料
　動物はwistar系ラット（雌，体重200　g前後）を用いた．
　放射性無機リン酸（32Pi）は日本放射性同位元素協会より
入手した．Silica　Gel　HはE．　Merck社，蛇毒（crotalus
adamanteus）はSigma社から入手した．
　他の試薬および有機溶媒はすべて特級を用いた．
II．基質の調製
　1．32P，1㏄ithinの調製
　ラットの腹腔内に32Pi　5　mCiを注入し，24時間後に軽
いエーテル麻酔下で開腹し，肝および小腸を別出した．肝
および小腸からの脂質抽出は次の如く行なった．それぞれ
の組織を4。Cで細切した後，20倍量：のクロロホルム：メタ
ノール（2：！v／v）を加え，室温にて一夜放置して，えられ
た抽出液をFolchらの方法13）により精製し，さらに窒素
気流下で減圧乾固し残渣をクロロホルムで一定量とした．
この脂質画分から薄層クロマトグラフィー（TLC）を用い
て，Skipskiらの方法14）に従い，32P－lecithinの分離精製
を行なった．
　110℃，2時間活性化した厚さ0．5mmのSiHca　Gel　H
プレート（1mM　Na2CO3を用いて調製）上で，クロロホ
ルム；メタノール：酢酸：水（25；1513．5：1by　Vol．）11）を
展開溶媒として，20。C，約70分間展開した．0．02％2，7一
ジク文略フルオレスセンのエタノール溶液を噴霧し，螢鼻
下で各脂質を識別し，lecithin田口をプレートよりかき出
し，3m4のクロロホルム：メタノール：酢酸：水（50：39：
1＝10by　Vo1．）の混合液で4回抽出した，抽出液に4Mア
ンモニア溶液を加えて混和し，上層を除くことにより，2，
7一ジクロロフルオレスセンを除いた15）．　さらに4m4の
50％メタノールで寸鉄し，えられたクロロホルム層を窒素
気流下で減圧乾固し，一定容量のクロロホルムに溶解し，
一20。Cに保存した．
　2．32P．1vso1㏄ithi血の調製
　先 方法でえられた32P－leclthinに，　Waku　and　Lands
の方法16）に従い，蛇毒（crotalus　adamanteus）のphos－
pholipase　A2を作用させてえた．32P－1ecithin（脂質一リン
量として約120μg）のクロロホルム溶液を減圧乾固し，エ
ーテル3m4に溶解した．これに酵素溶液（crotalus　ada－
manteus蛇毒10　mg／0．1　Mトリスー塩酸緩衝液pH　7．4，
1m4）0．1　m4と0．02　M　CaC1？溶液0．051n4を加え室温に
て6時間はげしく振痒した後，反応液を減圧乾固した．こ
れを小量のクロロホルム：メタノール（2：1v／v）に溶解し，
それから，TLCによりlysolecithinを分離，さらに上述
の方法で精製した．えられた試料は一定容量のクロロホル
ムと小量のメタノールに溶解し，一20QCに保存した．
　なお，この方法により加えたlecithiロの約93％が
1ysolecithinとして回収された．
　調製された32P－lecithinと32P－1ysolecithinの比放射活
性（CPm〃’g脂質一リン量）は肝からえられたものが約4．5×
103，小腸からえられたものは約4．OX103であった．
　また，本研究において，肝からえられたものを基質とし
たときも，小腸からえられたものを基質として用いたとき
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も同一の活性の発現がみられた．
III．酵素材料の調製
　1，小腸平滑筋層，粘膜層ホモジネートの調製
　ラットを一夜絶食後開腹し，門脈を切断した後，心より
氷冷の生理的食塩水約100m4を注入し，小腸を灌流，脱
旧した．ついで，小腸を幽門輪直後より別出した．
　以下の操作はすべて0－4。Cで行った．
　別出した小腸は適当な長さに等分し，氷冷の生理的食塩
水で内腔を十分野蘇した．
　その後小腸を回転し，片刃カミソリの鈍な一端を用いて
粘膜下層より粘膜を剥離して粘膜層とした．また，この際
残った粘膜下層より漿膜におよぶ層を平滑筋層とした．そ
れぞれに0．25Msucrose液を加え，　Potter－Elvehjemホ
モジナイザーにより，20％ホモジネートを作製した．この
20％ホモジネートを700×g，20分間遠沈し，未破砕細胞，
核などを除き，上清戸分を酵素材料とした．その一定容量
のタンパク質量を測定し，一20。Cで保存した．
　2．ミトコンドリア画分，ミクロゾーム野分，細胞
　　　上清画肌の調製
　以下の操作はすべて。～4。Cで行なった．
　先の方法でえられた小腸両層の700Xg上清画分を，皆
川17），堀内18）が行なった方法に従って，8，000×g，20分
間遠沈し，さらに他の等分の混在を下るため，えられた沈
査を同様の操作を用い3回洗即し，その沈査をミトコンド
リア半分として，0．25Msucrose液に懸濁した．
　ついで，8，000×g，20分の上清を20，000×g，20分間遠
沈し，えられた上清削回をさらに，105，000×g，60分間遠：
賊して，その帯副をミクロゾーム画分とし，上清を細胞上
清画分とした．ミクロゾーム華分はミトコンドリア画革同
様に0．25Msucrose液に懸濁した、
　それぞれの画分の一定容量のタンパク質量を測定し，
一20℃で保存した．
　なお，この様に保存した酵素材料は約3ヵ月間，そのタ
ンパク質量，水解活性に著明な変化はみられなかった．
IV．酵素活性の測定
　1．32P．1㏄ith掘の水解
　クロロホルム溶液に保存しておいた32P－lecithinを窒素
気流下で乾固し，この残査にα1Mトリスーマレイン酸緩
衝液（pH　7．2）を加え，　Branson　Soni且er〔Mode1　W　185）
にて，35Watts，10分間，0。Cで超音波処理し，脂質を緩
衝液中に分散させた．この液1m4（100～107μg脂質一リ
ン：量）を，水解反応一検体につき，基質として用いた．こ
の基質液に前述の組織ホモジネートまたはミトコンドリア
引分，ミクロゾーム画分，細胞上清画分を酵素材料として
加え，全量で2m4の反応液とした．
　この反応液を37℃，60分間振盤しながらインキュベー
トし，7．5m4のクロロホルム；メタノール（1：2v／v）を加
えて反応を終了させた．反応液からの脂質の抽出および精
製はBligh　and　Dyerの方法19）によった．
　遠心によって上層と下層を分離した後，上層（水一メタノ
ール層）の32P一標識一水溶性生成物の放射能を測定し，下層
（クロロホルム層）はTLCにより，生成された32P－1yso－
lecithinと未水解の32P－lecithinとに分離，それぞれを抽
出して放射能を測定した．
　これらの32P標識物質の放射能の分布，および放射能値
と，基質として用いた32P－lecithinの比放射活性値から，
水解されなかった32P－1ecithin，生成された32P－1ysoleci－
thin，および32P一標識一水溶性生成物のリン量を算出した．
　活性は基質として加えた1ecithinに対する水解された
lecithinのパーセント，および生成された1ysolecithinと
水溶性生成物のパーセントで表すか，あるいは，水解され
た1ecithinの脂質一リン量（μ9）／mgタンパク質／時間，お
よび生成されたlysolecithinの脂質一リン量（μ9），または
水溶性生成物のリン量（μg）／mgタンパク質／時間で表わ
した．
　なお，反応液の上述の分画において，上記の三つの画分
以外には放射能を認めなかった．
　2．32P’1yso1㏄itbinの水解
　32P－1ysolecithinの水解活性測定は32P－1ecithinの水解
活性測定時と同様に，0．1Mトリスーマレイン酸緩衝液（pH
7・2）を加えて超音波処理した基質液を，一活性測定検体あ
たり0．5m4（45～52μg脂質一リン量）使用した．これに適
当の酵素材料を加え，全量1m6とし，37℃，15分間また
は30分間振濫しながらインキュベートした．反応終了，
脂質の抽出および精製はBligh　and　Dyerの方法19）に
よった．
　遠心によって，上層と下層を分離し，上層の32P一標識一
水溶性生成物と下層の未水解32P－lysolecithinの放射能を
測定した．
　活性は反応液に加えたlysolecithinに対する水解され
た1ysolecithinのパーセント，あるいは水解された1ysQ－
lecithinの脂質一リン量（μ9）／μ9タンパク質／30分で表した．
　比活性（speci丘。　activity）1よ1ecithin，　lysolecithinの
水解ともに，1時間に1mgタンパク質の酵素材料によっ
て水解されたlecithinまたはlysolecithinの脂質一リン
量（μg）で表した．
　なお，各々の実験において盲検として酵素材料を加えず
にインキュペーシ・ンを行ない，その盲検値による補正を
行ないその値を実験結果に示した．盲検値は，lecith量n水
解において1ysolecithinの生成が0，8～1．0％，水溶性生
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成物の生成は0．3～0．5％であった．
　また，1ysolecithin水解においては，8～10％の分解が
みられた．
　V．脂質一リン量，タンパク質量，および放射能の
　　　測定法
　脂質一リン量はBartlettの方法20），　タンパク質量は
Lowryらの方法21）により測定した．
　放射能はGeiger－M廿ller　counter（Aloka　TDC－1型）
で測定した．
実験結果
1．酵素濃度の影響
　1．Ledthinの水解
　平滑筋層では，2m4の反応液中でタンパク質量として
12mgまでは，ホモジネートのタンパク質量に比例して
Iecithinの水解が直線的に増加していく．しかし水解産物
はほとんどすべて水溶性生成物であり，lysolecithinの蓄
積は全くみられなかった（Fig．1），
　なお，水解酵素の比活性はα62であった．
　また粘膜層でも，ホモジネートのタンパク質量を21mg
まで増加した範囲では直線的に水解されることが見出され
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た．この場合も平滑筋同様に水解産物はほとんどすべて水
溶性生成物であった．比活性はLOOであり，平滑筋層の
1．6倍であった．
　2．Lysoledth三nの水解
　平滑筋層では，1m4の反応液に加えたホモジネートの
タンパク質量86μgまで直線的に水解が増加した（Fig．2）．
比活性は340であった，
　また，粘膜層では，ホモジネートのタンパク質量74μg
まで直線的に水解が増加し，比活性は460であり，平滑筋
層の1．3倍であった．
　以上の結果より，小腸甲西ともlysolecithinの水解能
が1ecithinの水解能．より下めて強いことが知られ，しか
も平滑筋層において，その差が著明であることが明らかと
なった．
　なお以後の実験においては，活性測定条件下で，酵素活
性が直線的に増加する範囲のタンパク質量を使用した．
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Fig．1　Effect　of　smooth　Inuscular　or　mucosal
　　　　homogenate　concentration　on　lecithin
　　　　hydrolysis．
　The　incubation　conditions　were　the　same　as
described　in　Methods　except　that　106μg　of　lipid－
phosphorus　of　sonicated　32P－1ecithin　were　used
as　substrate　and　the　indicated　amount（as　protein）
of　either　the　smooth　muscular　or　the血ucosal
homogentae　was　added　into　each　incuhation　mix－
ture．
　●一●　SMOOTH　MUSCLE
　O　　O　MUCOSA
　　　　0　　　　　0　　　　　　　20　　　　　　40　　　　　　　60　　　　　　80
　　　　　　　　　HOM㏄ENATE（u呂　pr6t∈in．）
Fig．2　Effect　of　smooth　muscular　or　mucosal
　　　　homogenate　concentration　on　lyso－
　　　　lecithin　hydrolysis．
　The　incubation　conditions　were　the　same　as
described　in　Methods　except　that　45μg　of　lipid－
phosphorus　of　sonieated　32P－lysolecithin　were
used　as　substrate　and　the　indicated　amount（as
protein）of　either　the　smooth　muscular　or　the
mucosal　homogenate　was　added　into　each　incuba－
t10n　m1XtUre．
　●　　●　SMOOTH　MUSCLE
　O　　O　MUCOSA
II．経時変化
　1．Lecithinの水解
　Fig，3は水解反応の各時点における，生成さ．れたlyso－
lecithinおよび水溶性生成物のリン量（μg）／mgタンパク
質で示した．
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Time　course　of　lysolecithin　and　water・soluble　product　formation　on
lecithin　hydrolysis　by　smooth　muscular　or　mucosal　homogenate．
　　100μgof　lipid－phosphorus　of　32P－1ecith．in　were　used　as　substrate　and　12．O　mg　of
protein　of　the　slnooth　muscular　homogenate　or．11．O　mg　of　prot．ein　of　the　mucosal
homogenate　were　added　as　enzyme　source．　The　other　incubation　conditions　were
the　same　as　described　in　Methods　except　that　the　mixtures　were　incubated　for　the
indicated　time．
　　●一●LYSOLECITHIN　O　OWATER・SOLUBLE　PRODUCTS
　小腸両層とも60分まで，時間とともにほぼ直線的に水
解が増加した．しかしその増加は水溶性生成物として見出
され，lysolecithinの増加は極めて僅かで．あった．
　2．Lyso1㏄ithinの水解
　Fig．4は水解反応の各時点における，μgタンパク質当
りの．水解されたlysolecithinの脂質一リン量で示した．両
層とも30分まで，時．間とともに薩線的に水解が増加した．
　本実験においても．，両層とも1ysolecithi且水解能が
1ecithinのそれより極めて大であり，とくに平滑筋層でそ
の差が著明であった．
III。　pHの影響
　1．Lecithi血の水解
　Fig．5は生成されたIysolecithinおよび水溶性生成物
のリン量（μg）／mgタンパク質／時間で示した．
　平滑筋層で．はpH　7．2で最高の活性がみられた．しかし
pH　52とpH　8．6でもかなりの程度の水解が観察された．
　pH　7．2におけるlecithin水解量を100として，　pH　5．2
でその72％，pH　8．6では60％の水解が行われた，　pH　5．2
とpH　8．6では1ysolecithinの蓄積がみられ，それぞれ水
解産物の約20％をしめていた．
　粘膜層で．はpH　7．8で最高の活性がみられ，平滑筋層に
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Fig．4　Time．　course　of　lysolecithin　hydrolysi．s　by
　　　　　srnQo．th　muscular　or皿ucosal　hQ【nogenate．
　　50μg　of　lipid－phosphorus　of　32P－lysolecithin
were　used　as　substrate　alld　43μg　of　prot．ein　of
the　smooth　muscular　or　the　mucosal　homogenate
were　added　as　enzyme　source。　The　oth．er　incuba－
tion　conditions　were　the　same　as　described　in
Methods　except　that　the　mixtures　were　incubated
for　the　indicated　time．
●　　●SMOOTH　MUSCLE　O　OMUCOSA
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　Rg．5　Effect　of　pH　on　formations　of　lysQlecithin　and　water－soluble　products
　　　　　　in　lecithin　hydrQlysis　by　smooth　muscular　and　mucosal　homogenate．
　　100μgof　lipid－phosphorus　of　32P－lecithin　were　used　as　substrate　and　either　14．O　mg
of　protein　of　the　smooth　muscular　homogenate　or　12．O　mg　of　protein　of　the　mucosal
homogenate　were　added　as　enzyme　source．0．1　M　Tris－maleate　bu任er　of　the　indicated
pH　was　used．　The　other　incubation　conditions　were　the　same　as　described　in　Methods．
　　●　●LYSOLECITHIN　O－Q　WATER－SOLUBLE　PRODUCTS
比較して至適pHが僅かにアルカリ側にあることが示さ
れた．しかしpH　7．2においても，　pH　7．8における水解量
の92％が見出された．またpH　5．2でその64％，　pH　8．6
で78％の水解活性が見出された．
　Lysolecithinの蓄積はpH　5．2においてみられ，水解産
物の23％をしめていた．
　2．■yso1㏄ithinの水解
　Fig．6は水解されたlysolecithinの脂質一リン量（μ9）／
μgタンパク質／30分で示した．
　両層ともpH　6．8で最高の活性がみられた，
　しかしながら，両層ともpH　7．2においてもpH　6．8に
おける水解活性の97％が見出される．
　またpH　6．8における活性と比較して，　pH　52において，
平滑筋層で51％，粘膜層では33％，さらにpH　8．6におい
ては平滑筋層で37％，粘膜層で51％の活性が見出された．
IV．　Caイオン，　EDTAの影響
　1．Lec辻hi且の水解
　Fig．7はlysolecithinと水溶性生成物の生成パーセン
トで示した．
　なお，盲検値（酵素材料を加えない反応）はlysolecithin
の割合が1％であったが，EDTAを加えた酵素反応系で
は1ysolecithinの割合が1％以下となつ．たため，この実験
では盲検値による補正をせずに，実測値で示した．
　Caイズンは，測定した1－10　mMの範囲では，平滑筋
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Fig．6　Effect　of血H　on　lysolecithin　hydrolysis　by
　　　　smooth　muscular　or　mucosal　homogenate．
　50μg　of　lipid－phosphorus　of　32P－lysolecithin
were　used　as　substrate　and　either　41μg　of　pro－
tein　of　the　smooth　muscular　homogenate　or　52μg
of　protein　of　the　mucosal　ho血oge且ate　were　ad－
ded　as　enzyme　source．　The　other　incubation
conditions　were　the　same　as　shown　in　Fig。5．
　●　　●　SMOOTH　MUSCLE
　O　O　MUCOSA
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　48μg　of　lipid－phosphorus　of　32P－lysolecithin
were　used　as　substrate　and　54μg　of　protein　of
the　smooth　muscular　homo．genate　were　added　as
enzyme　source．　The　other　incubation　conditions
were　the　same　as　shown　ln　Fig．7．
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層の1ecithinの水解を僅かに促進．した．また，内在する
Caイオンを除去するために，　EDTAを加えても，それに
よる水解活性の阻害は僅かであった．
　同様に粘膜層のlecithln水解活性に対しても，
ンは1～5mMの濃度で僅かな促進作用を示し，
は僅かな阻害作用を示した．
　2．Lvsolecithhの水解
　平滑筋層ではlysolecithin水解活性に対して，
ンは僅かに阻害作用を示した．
性は僅かに促進され，lecithin水解活性に対する
影響とは逆のパターンを示した（Fig．8）．
Caイオ
．EDTA
Caイオ
またEDTAにより水解活
　　　　　　　　　　　　　これらの
o
Fig．9
　104μgof　lipid－phosphorus
used　as　su
of　the．smooth　Inuscular　homogenate　or　10．O　mg
of　protein　of　the　mucosal　homogenate　were　ad－
ded　as　enzyme　source．　The　other　incubation
conditions　were　the　same　as　described　in　Me－
thods　except　that　deoxycholate　was　added　at　the
indicated　concentrat玉on。
　　●　　●　SMOOTH　MUSCLE
　O　　O　MUCOSA
2．5　　　　　5．1．1　　　　　　　　　　　　工O．1二＝　　　　　　　　　　　　1⊃・．「J
　SODIじH　DEOX．YCHOI、ム’「E（mM）
Effect　of　deoxycholate　on　lecithin
hydmlysls　by　smooth　muscular　or
mucosal　homogenate．
　　　　　　　　　　　　　　　of　32P．lecithin　were
bstrate　and　either　12．5　mg　of　protein
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Fig．10　Effect　of　deoxycholate　on　the　formations　of　lysolecithin　and
　　　　　　water－soluble　products　in　lecithin　hydrolys至s。
　　　The　incubation　conditions　were　the　same　as　shown　in　Fig．9．
　　　　　●一●　LYSOLECITHIN
　　　　　O　OWATER－SOLUBLE　PRODUCTS
15．0
V．デオキシコール酸の影響
　1．L㏄ithinの水解
　Fig．9は小腸両層の水解活性に対するデオキシコール酸
の影響を1ecithinの水解パーセントで示した．両層とも，
1mMの濃度まで水解を促進し，2．5　mMで僅かに減少を
みるが，5mMで再び水解は著明に増加した．ついで平滑
筋層では10mMで減少し，粘膜層では15　mMまで漸減
していく．しかし，この実験で用いたデオキシコール酸の
濃度範囲では，デオキシコール酸を加えた場合のlecithin
水解活性が，加えない場合の活性に比較して低くなること
はなかった．デオキシコール酸を加えないものと比較して
11nMで両層とも1．5倍，5mMでは平滑筋層で約3倍，
粘膜層で約2．5倍に活性が増大した．
　Fig．10にlecithin水解における，生成された水解産物
のデオキシコール酸濃度による変化を示した。両層とも
2．5mMからIysolecithinのi蓄積がみられ，10　mMまで
増加した．
　反応液中のlysolecithinの量は平滑筋層で10　mM，粘
膜層では7．5mM以上において，水溶性生成物の量より多
いことが見出された．
　Lecithin水解量に対するlysolecithin蓄積量の割合は
10mMにおいて，平滑筋層で53％，粘膜層で66％であり，
さらに粘膜層では15mMにおいて71％であった．
　一方，水溶性生成物は両層とも1mMと5mMにピーク
のある二峰性の曲線を示した．
　2．Lysolecithinの水解
　Lysolecithinの水解は小腸両州とも，デオキシコール酸
により著明に阻害された．
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Rg．11　Effect　of　deoxycholate　on　lysolecithln
　　　　　hydrolysis　by　smooth　muscular　or　mu．
　　　　　cosal　homogenate．
　52μg　of　lipid－phosphorus　of　32P－lysolecithin
were　used　as　substrate　and　either　the　smooth
muscular　homogenate（26μg　protein）or　the　mu－
cosal　homogenate（26μg　or　58μg　protein）were
added　as　enzyme　source．
The　other　incubation　conditlons　were　the　same
as　shown　in　Fig．9．
●　●　SMOOTH　MUSCLE
□　□　MUCOSA（58μg　protein）
O　　O　MUCOSA（26μg　protein）
1≡≧≧≧ヨ＿
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Table　18z‘66θz♂’4♂αプ4ガ5々ぜゐ厩・πσαf蜘漉∫ノbrZ8c勧加απ♂砂∫・」副〃L腕
妙47りり5θ5加5〃多α〃ガπ孟ε伽Zαご5’π0・彦ん膨5・」80r〃耽・5α＊
Lecithin　hydrolysis Lysolecithin　hydrolysis
職灘辮・pec’丘・灘羅趣轄spec’五c
Smooth　muscle
　　Homo．genate
　．Mitochondria
Microsomes
　Cell　sap
Mucosa
　Homogenate
　　Mitochon．dria
MicrOSQmes
Ce11．sap
0，59
2．25
2．44
0．44
1．02．
4．86
331
0．58
1．0
3．8
4．1
0．7
1．0
4．8
3．2
0．6
340
250
1250
380
440
500
780
340
1．0
0．7
37
1．1
1．0
1．1
1．8
0．8
＊The　incubation　was　performed　under　standard　conditions　as　described　in　Methods、100μg
　　of　lipid－phosphorus　of　sonicated　32P－lecithin　or　50μg　of　lipid－phosphorus　of　sonicated　32P－
　　lysolecithin　were　used　as　substrate．　for　the　lecithin　hydrolysis　or　Iysolecithin　hydrolysis，
　　respectively．　The　amounts（as　protein）of　the　subcellular　fraction　or　the　whole　homQgenate
　　added　into　e．ach　incubation　mixture　of　lecithin　hydroly．si．s　were：8．O　mg　of　the　smooth　mu－
　　scular　or　the　mucosal　homogenate，1．5皿g　of　the　smooth　muscular　mitochondria，3．5　mg　of
　　　the　mucosal　mitochondria，5，0　mg　of　the　smooth　muscular　microsomes，4．5　mg　of　the　mucosal
　　　microsomes，4．5　mg　of　the　smooth　muscular　cell　sap　and　5．5　mg　of　the　mucosal　cell　sap．
　　The　amounts（as　prQtein）added　into　each　incubation　mixture　of　lysolecithin　hydroly．sis
　　were：50μg　of　the　s皿ooth　muscular　or　the　mucosal　homogenate，21μg　of　the　smooth　mu－
　　scular　mitochondria，35μg　of　the　mucosal　mitochondria，27句目　of　the　smooth　muscular　mi－
　　crosomes，31μg　of　the　mucosal　microsomes，44μg　of　the　smooth　musclar　cell　sap　and　37μg
　　　of　the　mucosal　cell　s．ap．
Table　2L8碗肋・妙41－0り5ガ5απ4り5・♂6‘露勧・伽臨∫0πのゴ7κ麗傭∫・πげ5⑳‘ε♂♂ぬブ
プγα6オ加5げ∫〃二αJZゴπ’65’伽」5ηZOO功膨5・♂ε0プ〃槻05α脚勧♂θ厩孟痂η
Lecithin　hydrolysis
［μ9（lipid－P）／mg
　　　　　　　　　protein／hl
Lysolecithin　detection
［μg（1ipid－P）／mg
　　　　　　　　　　protein／h］
Lysolecith．in　detection
　　as　％　of　lecithin
　　　　　hydrolysis
Smooth　muscle
　Homogenate
　Mitochondria
Microsomes
　Cell　sap
Mucosa
　Hornogenate
　Mitochondria
Microsomes
Cell　sap
059
2．25
2．44
0．44
1．02
4，86
3．31
0．58
0
0．55
0．13
0
0
0．68
0．31
0
0
24
5
0
0
14
9
0
The　incubation　conditions　were　the　same　as　described　in　Table　1．
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　5mM～20　mMの範囲ではその活性がほとんどみられ
なくなった（Fig．11）．
　なお，Fig．11と同一条件で大量のタンパク質量（35　mg）
の酵素材料を用いて，デオキシコール酸の影響を検討した
結果では5mMで20％，10～15　mMで3～5％の水解活
性が残存していた．
VI．水解活性の細胞内分布
　1・工ecit温nの水解活性の細胞内分布
　Table　1一山に示したごとく，比活性で比較すると，平
滑筋層，粘膜層ともミトコンドリア画分，ミクロゾーム画
分でホモジネートの約3～5倍活性が強い．それに反して
細胞上清画分で比活性の低いことが明らかである．
　次に，Table　2ではlecithin水解において，その水解
量に対するlysolecithinの蓄積量の割合を示した．　ミト
コンドリア画分では，平滑筋層で24％，粘膜層で14％の
蓄積がみられた．また，ミクロゾーム画分でも僅かlyso一
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は全くみられなかった．
　Fig．12にそれぞれの四分のlecithin水解の比活性と生
成されたlysolecithinを各山分のタンパク質量の割合を
含め図示した．
　水解活性の分布をこれら三画分のみで比較すると平滑筋
層では，ミトコンドリア画分10％，ミクロゾーム画分
37％，細胞上清画分53％となり，細胞上清画分の活性が
多かった．
　粘膜層ではミトコンドリア画分19％，ミクロゾーム画分
58％，細胞上清画分23％となり，　ミクロゾーム画分の活
性が多かった．
　2．工ysoledthiaの水解活性の細胞内分布
Table　1の右欄に示したごとく，比活性は両層ともミク
ロゾーム画分でのみ強く，ミトコンドリア一分と細胞上
清画一の比活性はホモジネートのそれとほぼ同じ値を示
した．
　Fig．13にそれぞれの画分の1ysolecithin水解活性をタ
ンパク質：量の割合を含めて図示した。これら三画分間のみ
で，水解活性の分布を比較すると，平滑筋層では，ミトコ
ンドリア画分2％，ミクロゾーム画分29％，細胞上清画分
69％となり，細胞上清画分の活性が多かった．
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　また，粘膜層ではミトコンドリア画分6％，ミクロゾー
ム画分47％，細胞上清画分47％となり，ミクロゾーム画
配と細胞上清時分の活性が多かった．
考 察
　動物組織におけるphospholipase（特にphospholipase
A，phospholipase　B）および1ysopholipaseの存在に関
しては，膵22），肝23），肺24），小腸粘膜1即10），脳25），心26），
脾27＞，血管28），骨格筋5），副腎29），などで多くの報告がな
されている．
　小腸におけるphospholipaseに関する研究は1957年，
Schmidtら1）がcephalinを基質として，ラット小腸粘
膜，主としてそのミトコンドリア画分，を酵素材料として
報告したのにはじまる．それ以来，粘膜層または小腸全体
についてのphospholipaseの研究が行われ，　phosphQli－
pase活性が膵についで高いことが報告されてきている．
1970年SubbaiahとGanguly2）はラット小腸粘膜におけ
る，phospholipase，1ysophospholipaseについて，その
性質および細胞内分布に関する詳細な報告を行った．
　MarplesとTholnpson3）は1ysolecithinを基質とし
て，ラット小腸（回腸）全体の1ysQphospholipase活性を
測定し，他の臓器に比してその活性が非常に強いことを示
し，その活性のほとんどが粘膜層に存在するものであろう
と報告した．しかし，最近工藤11）や井村12）が平滑筋層に
も内在するリン脂質を水解するphospholipase活性およ
び1ysoph。spholipase活性が存在することを示唆する結
果を報告した．
　組織ホモジネートを酵素材料とし，反応液に基質として
lecithinあるいはlysolecithinを加えた本実験において，
粘膜層のみならず平滑筋層でもlecithinを水解する活性
とlysolecithinを水解する活性の存在が示された．
　両層の1ecithin水解酵素を比活性で比較すると，粘膜
層は平滑筋層よりその値は大であった．一方1ysophos－
pholipaseの比活性は両層であまり差がなかった．
　また小腸両層ともlysophospholipaseの比活性が1eci－
thin水解の比活性より著明に大きく，比活性の差は平滑筋
層においてより著明であった．
　Fig，1およびFig．3で示したごとく水解産物がlyso－
1ecithinとして蓄積せず，ほとんどすべて水溶性生成物に
まで水解されてしまう事実も，両酵素の比活性の大きな差
によって理解できる．
　Ottolenghi4），　Epstein　と　Shapiro6），　Robertson7♪，
SubbaiahとGanguly2）らがlecithinを基質として用い，
ラット小腸粘膜を酵素材料として，行なった実験結果でも
水解産物がlySQlecithinとして回収されなかったことな
どから，小腸粘膜では，lysophospholipase活性カミ強いた
めphospholipase　Aで生じた1ysolecithinが直ちに水
解されてしまうと報告している．
　またOttolenghilo）は倭小条虫を感染させたマウス小腸
粘膜において，lysophospholipase活性が1ecithin水解
活性より10倍以上強いことを報告した．本実験において
も同様の結果が粘膜層のみならず平滑筋層にもみられた．
　次に1ecithin水解時の至適pHは平滑筋層で7．2，粘膜
層では78であり，両年において僅かながらの違いが見ら
れた．
　SubbaiahとGanguly2）は粘膜層において，至適pHが
それぞれ，125mMのデオキシコール酸の存在下に測定さ
れたphospholipase　A活性が8．6，遊離脂肪酸により活
性化されるphospholipase　B活性が6．5，　lysophospholi－
pase活性が6．5にあったと報告している．粘膜層におけ
るlecithinを基質とした水解時の至適pHに関するもの
として，EpsteinとShapiroによる遊離脂肪酸の添加に
より活性化される1ecithinの水解活性とlysophospholi－
pase活性がともに6．5であるという報告6），またOttolen－
gh による遊離脂肪酸により活性化されるlecithin水解
時で62～6．4であるという報告4）が見い出される、
　本実験におけるlecithin水解反応では，　phospholipase
A活性とlysophospholipase活性を，またさらにSub－
ba王ahとGanguly2）のいうphospholipase　B活性を一
括して観察していることが考えられる．
　一方lysophospholipase活性の至適pHは転層とも6．8
にあり，これはSubbaiahとGanguly2），　Epsteinと
Shapiro6）らの報告とほぼ一致した．
　次 Caイオンの影響であるが，　lecithinを基質とした
時は両層ともCaイオンにより僅かに水解は促進された．
これに反し平滑筋層における1ysophospholipase活性は
Caイオンにより僅かながら阻害される結果をえた．
　しかし，いずれもその促進作用，阻害作用は僅かである
ことから，小腸両層のphQspholipase活性と平滑筋層の
1ysophospholipase活性はGaイオンの影響を余りうけな
いものと思われる．
　SubbaiahとGangulyはCaイオンが粘膜層のphos－
pholipase　A活性とlysophospholipase活性を僅かに促
進するが，遊離脂肪酸の存在下に測定されるphospholi－
pase　B活性を阻害すると報告している2）．その他小腸を
酵素材料としてCaイオンの影響をみた結果では，　Epstein
とShapiroが遊離脂肪酸の存在により促進される1ecithin
の水解時ではCaイオンを必要とせず，また活性はEDTA
により影響されないこと，さらにCaイオンが5mMの濃
度で存在すると逆に阻害作用を示すことを報告している6）
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またMarplesとThompsonは1ysophospholipase活性
に対してCaイオンとEDTAがほとんど影響を与えな
かったと報告している3，．
　他臓器でのphospholipase　Aに対するCaイオンの影
響は，肺30），肝31）などで1ecithinを基質とした場合，水
解は阻害されるかまたは影響をうけないとの報告もみられ
る．一方肝においてはphosphatidylethanolamineを基
質とした場合，Caイオンにより水解が促進されたとの報
告もみられる3D．小腸両開におけるCaイオンの影響も基
質特異性があるか否か今後の検討が必要である．
　次にデオキシコール酸の影響では，平滑筋層でも粘膜層
と同様にlysophospholipase活性がこれにより著明に阻
害される．しかしlecithinの水解はデオキシコール酸に
よって促進された．SubbaiahとGangulyは小腸粘膜層
のlysophospholipase活性とphosphatidylethanolamine
水解活性はデオキシコール酸により阻害されるが，Ieci－
thin水解時のphospholipase　A活性に対しては影響せ
ず，その量を増すと逆に活性を促進すると述べている2），
　本研究でも，デオキシコール酸によりlecithinの水解
が増加する一方その濃度を増すと1ysolecithinの蓄積が
増加することが観察された．この事：実から，小腸平滑筋層
においても，デオキシコール酸の存在下ではphospholi－
pase　A活性が増大されることが明らかである．また，
lecithin水解において水溶性生成物が1mMまでその量を
増していくという事実は，この範囲の濃度においては，デ
オキシコール酸によって活性の低下はあるにしても，生成
されるlysolecithinを水解するに十分の1ysophospholi－
pase活性が残存し，しかもデオキシコール酸の存在下で
phospholipase　A活性が促進されているためであると考
えられる．しかし，lysophospholipase活性がかなり阻害
される51nMの濃度で1ysolecithinの増加がみられるほ
かに，再び水溶性生成物の増加が両層でみられ，特に平滑
筋層において著明である，このことは5mM程度のデオ
キシコール酸で活性化されるphospholipase活性が存在
することを示唆している．デオキシコール酸の存在しない
条件でIysophospholipase活性はphospholipase活性
よりも極めて強く，その活性の一部は5mMデオキシコー
ル酸の存在下においても残存している．従って，5mMの
デオキシコール酸の存在下でlysolecithinの増加と共に
水溶性生成物の増加が起る事実は，5mM程度のデオキシ
コール酸で，活性化されるph・spholipase　A活性の存在
によって説明することが出来る．
　しかし，もう一つの可能性として，デオキシコール酸が
この濃度でphospholipase　B活性を促進していることも
考えられる（Scheme　1）．
　このことに関してVan　den　Boschら22）は，牛膵から
精製した1ysophospholipaseの性質を詳細に調らべた結
果，この酵素タンパク質は大量のデオキシコール酸（1mg／
m4）でIysophospholipase活性が98％阻害され，　phos－
pholipase　A1活性を示し，またデオキシコール酸（0．1～
0．5mg／m6）の範囲ではphospholipase　B活性の性質を
示す，すなわち，同一の酵素タンパク質がデオキシコール
酸の影響により異なった三つの性質を示したことを報告し
ている．
　この結果は本実験の結果と近似し，興味ある知見であ
る．本実験では基質として32P－1ecithinを用いたので，こ
の結果からはphospholipase　A活性がA1活性なのかA2
活性であるのかは明らかでない．
　なお，小腸両層のlysophospholipase活i生に対するデ
オキシコール酸の阻害作用が基質レベルにあるのか，ある
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いは酵素レベルにあるのかと言うことも問題となり今後の
検討が必要であろう．
　次に，水解活性の細胞内分布であるが，1ecithinの水解
活性を比活性で比較すると，両層ともミトコンドリア画
分，ミクロゾーム四分に強く，細胞上清戸分で低い値を示
した．
　しかし酵素活性の分布をミトコンドリア画分，ミクロ
ゾーム画分，細胞上清画分のみで比較してみると，平滑筋
層で，細胞上清画分に活性が多く，粘膜層ではミクロゾー
ム画分に活性が多くみられた．両層ともにミトコンドリア
画分では活性が少なかった．
　Lys◎phQspholipaseの比活性は両層ともミクロゾーム
画分で著しく高いことが明らかにされた．
　この酵素活性の分布を三画分のみで比較すると，平滑筋
層で，細胞上清画分に活性が多く，粘膜層ではミクロゾー
ム引分と細胞上清画分に多くみられた．両国ともミトコン
ドリア画分では活性が非常に少なかった．
　以上のことから，小腸平滑筋層の組織ホモジネートの酵
素活性には，細胞上清画分が大きく関与していることが示
唆される．
　しかし，ミトコンドリア画工は他の画分を除去する目的
で三下（再超遠心）を行った後活性測定に用いた。した
がって洗干割中の活性，またミトコンドリアとミクロゾー
ムの混在している20，000×g画分の活性を測定していない
ため，小腸両層の全体の酵素活性に対する各画分の活性分
布を知ることは出来ない．
　SubbaiahとGangulyが粘膜層で，全体の酵素活性の
分布を比較して，phospholipase　A活性はミクロゾーム
画面に多く存在し，phospholipase　B活性とlysophos－
pholipase活性はミクロゾーム面分と細胞上清画分に多く
存在すると報告した2）．
　この結果は，本実験における粘膜層の結果と近似して
いる．
　なお，Iecithinの水解において，両層のミトコンドリア
画幅で1ysolecithinの蓄積がみられ，細胞上溝画分で，
その蓄積が全くみられなかった．このことは，ミトコンド
リア画分でphospholipase　A活性が強く，1ysophos－
pholipase活性が弱いこと，その逆に細胞上清画分では
phospholipase　A活性が弱く，　lysophospholipase活性
が強いことから理解しうる．さらにこのことは次のことか
らも明らかである．すなわち，1ysophospholipase比活
性／1ecithin水解比活性の値をそれぞれの画分で比較して
みると，細胞上清画分で，平滑筋層860，粘膜層590と最
も大であり，次いでミクロゾーム画分で，平滑筋層510，
粘膜層240，ミトコンドリア画分で平滑筋層110，粘膜層
100と低い値を示した．しかしミトコンドリア羽子でも
lysophospholipase活性がlecithi且水解活性の約100倍
強いのにかかわらず，1ysolecithinの蓄積がみられるのは，
1ysophospholipase活性の基質となる1ysolecithiDが順
次生成されてくるので，この酵素活性に対して基質濃度が
低いためとも考えられる．さらに，この反応中に生成され
てくる基質（lysolecithin）の反応液中での物理化学的状態
が超音波処理した時の基質と同じであるかどうかと言うこ
とも問題となる．
　一方，ラット肝の細胞内の各画分に分布する酵素活性に
対してpH，　Caイオンなどの影響がそれぞれ異なるとの報
告もみられ32），小腸両層においても今後解明していく必要
があると思われる．
　上述の如く著者のえた結果は，小腸粘膜層に存在する
lecithin水解活性およびlysophospholipase活性の性質
は以前の研究者の報告と一致するところが多かった．
　これらの酵素活性に関する小腸平滑筋層における報告は
みられないが，粘膜層のそれらと性質は非常に似ているこ
とが明らかにされた．しかし酵素活性の細胞内分布に関し
ては粘膜層と異なる可能性が示唆された．これらの事実と
機能の発現の関係はさらに研究を進め，明らかにされなけ
れ．ばならない問題である．
要 約
　小腸平滑筋層におけるlecithinおよび1ysolecithinの
酵素的水解を粘膜層のそれらと対比して検討した．
　水解活性は32P－lecithinまたは32P－lysolecithinを基質
とし，平滑筋層または粘膜層の700×gホモジネートを酵
素材料として用い，0．1Mトリスーマレイン酸緩衝液（pH
7．2）中で，37℃でインキュベートすることにより測定
した．
1．工ecithinの水解
　1）平滑筋層には，粘膜層と同様にlecithinを水解す
る活性が見い出され，その比活性は0．6（700×g上清のタ
ンパク質1mg当り！時間に水解されるlecithinの脂質一
リン量）であり，粘膜層のそれに比べ約3／5であった・
　2）平滑筋層によるlecithin水解の至適pHは72で
あり，一方粘膜層の至適pHは7．8であり，両層の間に僅
かな差がみられた。
　3）平滑筋層による1ecithinの水解に対するCaイオ
ン（1～10mM）およびEDTAの影響はほとんど見い出さ
れなかった．粘膜層でも同様の結果をえた．
　4）平滑筋層によるIecithinの水解は反応液中のデオ
キシコール酸濃度を増すことで，活性促進が観察された．
促進効果は二峰性を示し，1mMと5mMで他より強い
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ことが勢い出され，それぞれデオキシコール酸を加えない
場合の15倍と3倍に活性化された．
　粘膜層でも同じ結果が観察された．さらに，デオキシ
コール酸の濃度2．51nM以上でlysolecithinの蓄積がみ
られた．デオキシコール酸を加えない場合はlysolecithin
量：の増加はほとんどみられなかった．
　5）平滑筋層におけるlecithin水解活性の細胞内分布
では，細胞上清画分〉ミクロゾーム画分〉ミトコンドリア
画分の関係にあり，粘膜層においては，ミクロゾーム画
分〉細胞上清十分〉ミトコンドリア画面であった．
　しかし，これを比活性で比較すると，平滑筋層で，ミク
ロゾーム画分〉ミトコンドリア面分》細胞上清画分とな
り，粘膜層では，ミトコンドリア画分〉ミクロゾーム画
工》細胞上清画分であった．
2．Lysolecithinの水解
　1）平滑筋層には粘膜層と同様に著明な1ysoph・s－
pholipase活性が認められ，この比活性は340（700Xg上
清のタンパク質1mg当り1時間に水解される1ysoleci－
thinの脂質一リン量）であり，粘膜層のそれに比べ約4／5
であった．
　2）平滑筋層のlysophospholipase活性の至適pHは
6・8であり，粘膜層のそれと同じであった．
　3）平滑筋層の1ysophospholipase活性はCaイオン
により僅かに阻害された。
　4）平滑筋層のlysophospholipase活性は，粘膜層と
同様に，デオキシコール酸により，著明に阻害され，デオ
キシコール酸10mM以上では最初の活性の約5％が旧い
出されるのみであった．
　5）平滑筋層におけるlysophospholipase活性の細胞
内分布では，細胞上清画分〉ミクロゾーム画分》ミトコン
ドリア阿分の関係にあり，粘膜層においては，細胞上清画
分÷ミクロゾーム画分》ミトコンドリア画分であった．
　これを比活性で比較すると両層とも，ミクロゾーム画
分〉細胞上清画分÷ミトコンドリア画分であった．
　稿を終るにあたり，終始有益な助言をいただいた本学生
化学第二講座，佐々木輝捷講師，谷口正子博士に深く感謝
致します．
　なお，本研究の一部は文部省科学研究費により行なった．
　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和51．3．31受理）
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